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(57) Abstract 

•n,e invention concerns a pharmaceutical composiUon containing, as active principle, at least one NO syntase inhibiting ^"bstance and 
at least one oxvjten reactive foim trapping substance, optionally with a phaimaceutically acceptable support. TTie invention also concerns 
f p^uc°lonS a^lLst one NO synTase inhibiting substance and at least one oxygen reactive foim trapping substance as combmetl 
product of these active principles in separate forni. 

(57) Abrdg^ 

La prtscntc invention a pour objct une composition pharmaceutique comprenant, ft titre de principe actif au moins une substance 
inhibitricc de NO synthase et au moins une substance piftgcur de fonnes ntectives de Toxygfene. ^j^f.^. 
phannaceuaqucment acceptable. L^invention a (Sgalemenl pour objet un pioduit comprenant au moms une substance inhibitnce de NO 
synthase et au moins une substance pifcgeur de foimes rtactives de I'oxygfene en tant que produit de combmaison sous fonne stfparfe de 
ces principes actifs. 
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ASSOCIATION INHIBITEURS DE NO SYNTHASE 
ET PIEGEURS DES FORMES REACTIVES 
DEL'OXYGENE 

L'invention concerne une composition phannaceutique comprenant, h litre de principe 
actif, au moins une substance inhibitrice de NO synthase el au moins une substance 
piegeur de formes reactives de Toxygene, et eventuellement un support 
pharmaceutiquemenl acceptable. L'invention concerne egalement un produit 
5 comprenant au moins une substance inhibitrice de NO synthase et au moins une 
substance piegeur de formes reactives de I'oxyg^ne en lani que produit de 
combinaison, sous forme separee, de ces principes actifs. 

Une composition pharmaceutique et un produit selon l'invention sont interessants dans 
le trailement de pathologies ou le monoxyde d'azote et les formes reactives de 
10 Toxygene sont impliquees, et notamment : 

. les troubles cardiovasculaires et cerdbrovasculaires comprenant, par exemple, 
ratherosclerose, la migraine, I'hyperiension arterielle. le choc septique, les infarctus 
cardiaques ou cerebraux d'origine ischemique ou hemorragique, les ischemics et les 
thromboses ; 

15 . les troubles du syst^me nerveux central ou peripherique comme, par exemple, les 
maladies neurod6g6n6ratives oii I'on pent notamment citer les infarctus c6r6braux, les 
demences s6niles, y compris la maladie d'AIzheimer, la chor6e de Huntington, la 
maladie de Parkinson, la maladie de Creutzfeld Jacob, les maladies dues aux prions, la 
sclerose lat^rale amyotrophique mais aussi la douleur, les traumatismes cerebraux ou 

20 de la moelle epiniere, Taddiction aux opiaces, a I'alcool et aux substances induisant 
une accoutumance, les troubles de I'erection el de la reproduction, les d^sordres 
cognitifs, les encephalopathies, la depression, ranxi6l6, la schizophrenie, Tepilepsie, 
les troubles du sommeil, les troubles alimentaires (anorexic, boulimie. ..) ; 

. les maladies proliferate ves et inflammatoires comme. par exemple, I'atherosclerose, 
25 I'hypertension pulmonaire, la glom6rulon6phrite, I'hypertension portale, Ic psoriasis. 
I'arthrose et rarthrite rhumatoi'de. les fibroses, les amyloidoses. les inflammations du 
systeme gastrointestinal (colite, maladie de Crohn) ou du systeme pulmonaire et dcs 
voies aeriennes (asthme, sinusites) ; 
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. les diarrhees, les vomissements y compris ceux d'origine aulacoide, les irradiations 
radioactives, les radiations solaires (UVA, UVB) ; 



. les maladies autoimmunes et virales comme par exemple le lupus, le sida, les 
5 infections parasitaires et virales, le diabete, la sclerose en plaque, les myopathies ; 

. Ic cancer ; el 

. toutes les pathologies caracterisees par une produclion ou un dysfonclionnement de 
monoxyde d'azote et/ou des formes rdactives de Toxygene, 

Dans Tenseinble de ces pathologies, il existe des evidences exp6rimentales demontrant 

10 I'implication du monoxyde d'azole ou des formes reactives de Toxygene (Kerwin et 
a!., Nitric oxide : a new paradigm for second messengers, J, Med. Chem. 38, 4343- 
4362, 1995 ; Halliwell B., Gutteridge JMC, Free radicals in biology and medicine, 
2nd ed., Oxford, Clarendon Press, 1989). Cest le cas notamment de I'infarctus 
cerebral experimental qui illustre Tinvention (Buisson et al, The neuroprotective effect 

15 of a nitric oxide inhibitor in a rat model of focal ischemia., Br J Pharmacol, 106, 766- 
767, 1992 ; Nowicki el al, Nitric oxide mediates neuronal cell death after focal cerebral 
ischemia in the mouse, Eur. J. Pharmacol. 204, 339-340, 1991 ; Zhao et al, Delayed 
treatment with the spin trap a-phenyl-N-terl-butyl nitrone (PBN) reduces infarct size 
following transient middle cerebral artery occlusion in rats, Acta. Physiol. Scand., 

20 1994 ; Schulz et al, Improved therapeutic window for treatment of histotoxic hypoxia 
with a free radical spin trap, J. Cereb. Blood Flow Metabol. 15, 948-952 (1995)). 
Dans ce contexte, les medicaments pouvani inhiber la formation du monoxyde d'azole 
ou des formes reactives de I'oxygene peuvent apporter des effels benefiques. Aucune 
association de ces deux principes actifs, a savoir un inhibiteur de NO synthase et un 

25 piegeur de formes reactives de Toxyg^ne, n'a &i€ realis6c. Comme cela est expose 
dans la panic experimentalc. ces deux principes actifs agissent de maniere synergique. 
En effet, ces deux principes actifs administres a des doses subactives (c'est-a-dire a 
des doses qui ne produisent pas par elles-memes d'effet therapcutique). produiscnt, 
lorsqu'ils sont associes, un effet therapeutique hautement significatif. 

30 L'avantage de cette association est de diminuer de fagon importanle les doses de 
chacun des principes actifs et ainsi de diminuer considerablemeni leurs effels 
indesirables tout en gagnanl de Tefficacile therapeutique. Ccllc invention est 
particulierement bien illustree dans un modele pathologique experimental de 
neurodegeneration : Tisch^mie cerebrale avec reperfusion. 



. les transplantations dN 



'organes ; 
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L'invention a done pour objet une composition pharmaceutique comprenant, a litre de 
principe actif, au moins une substance inhibitrice de NO synthase et au moins une 
substance piegeur de formes rdactives de I'oxygfene, et eventuellement un support 
pharmaceutiquement acceptable. 

; L'invention a plus particulierement pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant, a litre de principe actif, une substance inhibitrice de NO synthase et une 
substance piegeur de formes rdactives de I'oxygftne. 

Dans le terme inhibiteur de NO synthase, il faut comprendre tout inhibiieur spccifique 
ou non specifique de Tune de ses isoformes qu'elle soil constitutive (neuronalc ou 
endoth61iale) ou inducible (Kerwin et al.. Nitric oxide : a new paradigm for second 
messengers, J. Med. Chem. 38, 4343-4362, 1995). 

Dans le terme piegeur de formes reactives de I'oxygene, il faut comprendre toute 
substance chimique ou enzymatique capable de s'opposer ou de pifeger les ou I'une des 
formes rdactives de I'oxygene telles que OjrOH; KO2. RO*, ONOz". NO". NOz' 
ou H2O2 (Halliwell B., Gutteridge JMC, Free radicals in biology and medicine. 2nd 
ed., Oxford. Clarendon Press, 1989). Ces substances peuvent Stre naturelles ou 
synthetiques et possdder des proprietes antioxydantes. (Sanlrucek and Krepelka, 
Antioxidants - Potential chemotherapeutic agents Drugs Future 13, 975-996, 1988 ; 
Jackson et al. Antioxidants : a biological defense mechanism for the prevention of 
20 atherosclerosis, Med. Res. Reviews 13, 161-182 (1993) ; Aruoma, Characterization 
of drugs as antioxidant prophylactics. Free Rad. Biol. Med. 20, 675-705 (1996)). 

Dans une composition pharmaceutique selon l'invention, I'inhibiteur de NO synthase 
et le piegeur des formes rdactives de I'oxygene peuvent se presenter sous forme 
s6par6e ou sous forme combinte en formant un sel. De pr6f6rence. le sel est form6 a 

25 partir d'un d6riv6 de la substance inhibitrice de NO synthase contenant au moins un 
groupe basiquc et d'un derive de la substance piegeur de formes reactives de 
I'oxygene contenant au moins un groupe acide. Ainsi des sels peuvent 6tre formes, 
selon les melhodes connues de I'hommc de Tart, a partir des inhibiteurs de NO 
synthase comme par excmple les amidines, les guanidines, les pyridines ou les 

30 piperidines telles que definies ci-aprfes, et les piegeurs de formes rfiactives de 
I'oxygene comme par exemple les acides ph6noliques tels que definis ci-apr6s, et plus 
particulierement I'acide 3-5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzoique, I'acide cafeique, I'acide 
sinapinique ou I'acide gallique. 



15 



wo 98/09653 PCT/FR97/01567 

- 4 - 



L'invention a egalement p>our objet un produii comprenant au moins une substance 
inhibiirice de NO synthase et au moins une substance piegeur de formes reactives de 
I'oxygene en tant que produit de combinaison, sous forme scparee, pour une 
utilisation simultanee ou sequentielle dans le traitement de pathologies dans lesquelles 

5 le monoxyde d'azote et les formes r6aclives de Toxygene sont impliquees telles que les 
troubles cardiovasculaires et cerebrovasculaires, les troubles du systeme nerveux 
central ou periphdrique, les maladies proliferatives et inflammatoircs, les 
transplantations d'organes, les maladies autoimmunes et virales, le cancer ct loules les 
pathologies caracterisees par une production ou un dysfonctionnement de monoxyde 

10 d'azote el/ou des formes reactives de I'oxygene. 

Dans une composition phaimaceutique ou un produit selon I'invention, I'inhibiteur de 
NO synthase et le piegeur de formes reactives de Toxygene peuvent se presenter a des 
doses qui peuvent etre identiques ou differentcs. Les dosages sont choists en fonction 
des composes associes k des diluants ou excipients appropries. 

15 L'inhibiteur de NO synthase el le piegeur de formes reactives de Toxygene peuvent 
etre administres de maniere simultanee ou sequentielle, par la meme voie 
d'adminisiration ou par des voies diff^rentes, suivant quails sc prcsentent sous forme 
s6paree ou combinee. De preference, les voies d'administration sont orale, parentdrale 
ou topique. 

20 Parmi les inhibiteurs de NO synthase, on pent deHnir les composes de type amino- 
acide et non amino-acide. Les inhibiteurs de NO synthase de type amino-acide peuvent 
etre des composes tels que decrits dans les demandes WO95/00505, W094/12163, 
WO96/06076 et EP230037 incorporees par reference dans la presente demande, ou 
bien des derivds de la L-arginine, de Tornithine ou dc la lysine tels que decrits dans les 

25 demandes W093/241 26, WO95/01972, W095/24382, WO95/09619 et W095/22968. 
incorporees par reference dans la pr6sente demande. 

Les inhibiteurs de NO synthase de type non amino-acide, peuvent etre des composes 
de la families des guanidines, des isothiources, des nitro- ou cyano-aryles, des amino- 
pyridines ou amino-pyrimidines, des amidines, des indazoles ou des imidazoles. 

30 Les guanidines inhibiteurs de NO synthase peuvent etre les composes tels que ddfinis 
dans les demandes W095/28377, WO91/04023, W094/21621, WO96/18607 et 
WO96/18608 incorporees par reference dans la presente demande. 



Les isothiources inhibiteurs de NO synthase peuvent etre les composes tels que defmis 
dans les demandes WO95/09619. WO96/09286, W094/12165, W096/14842. 
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WO96/18607, WO96/18608, WO96/09286, EP717040 et EP718294 incorpor6es par 
reKrence dans la pr6sente demande. 

Les nitro- ou cyano-aryles inhibileurs de NO synthase peuvent etre les composes tels 
que definis dans la demande W094/12163, incorporee par reference dans la presenle 
demande. 

Les amino-pyridines ou amino-pyrimidines inhibiteurs de NO synthase peuvent €tre 
les composes tels que definis dans les demandes WO94/14780, W096/18616 et 
W096/18617 incorporees par r6f6rence dans la presente demande. 

Les amidines inhibiteurs de NO synthase peuvent etre les composes tels que definis 
dans les demandes WO95/11014, WO96/01817, WO95/05363, W095/11231, 
W096/14844 et WO96/19440 incorporees par r6f6rence dans la presenle demande. ou 
des composes tels que la N-ph6nyl-2-thiophenecarboximidamide. 

Les indazoles inhibiteurs de NO synthase peuvent etre des composes dc formule 
general e I a 




H , 

dans laquelle Ri reprcsente un ou plusieurs substituants choisis parmi Tatome 
d'hydrog^ne, le radical nitro, halo, alkyle inferieur ou alkoxy inferieur. 

Les imidazoles inhibiteurs de NO synthase peuvent etre les composes de formule 
generale IlA 




dans laquelle R2 et R3 representent, independemment I'atome d'hydrog^ne, le radical 
halo, hydroxy, amino, alkyl ou alkoxy, ou R2 et R3 sont lies ensembles et formenl le 
radical ph6nyle condense avec le cycle imidazole, le radical phdnyle etant 
eventueJlemem substitue par un ou plusieurs substituants choisis parmi les radicaux 
5 hydroxy, trifluoromdlhyle. halo, carboxy, alkyle inferieur, alkoxy inferieur ou 
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alkenyle inferieur ; R4 represenle un atome d'hydrogene.un radical alkyle inferieur, 
amino, alkyle inferieur amino ou phenyle, le radical phenyle ^tant evenluellemenl 
substitue par un on plusieurs substituants choisis parmi les radicaux hydroxy, 
trifluoromelhyle, halo, carboxy, alkyle inferieur, alkoxy inferieur ou alkenyle 
5 inferieur ; R5 represenle Tatome d'hydrogene, un radical alkyie inferieur, amino, 
alkyle inferieur amino. 

Les pi^geurs de formes reactives de I'oxygdne peuvenl etre choisis parmi Tacide 
ascorbique, la N-ac6tyl-cysleine, le p-carotene (Hao Chen et al, Free Radical Biology 
and Medicine 18 (5), 949-953 (1995)), le coenzyme QIO (S. Tereao et al., J. Org. 

10 Chcm., 44, 868 (1979)) ou les composes captodatifs (H.G. Viehe et al., Acc. Res., 
18, 148-154 (1985), incorporee par reference dans la presenle demande). Les piegeurs 
de formes reactives de I'oxyg^ne peuvent egalement eirc choisis parmi les composes 
phenoiiqucs, les nitrones, des derives de Tindole, des imidazoles ou des carbazoles, 
ou bien egalement etre les enzymes capables dc nculraliser les ou Tune des formes 

15 reactives de I'oxygene telles que les superoxydes dismutases, les catalases ou les 
glutathions peroxydases et leurs mimetiques. 

Parmi les composes phenoliques piegeurs de formes reactives de I'oxygene, on pent 
citer le probucol ; Tubiquinone ; les derives du tocopherol, a savoir I'a-, p-, y-, e-, 
T- ou 6-tocopherol ou les flavonoides phenoiiqucs (R. A. et al, Phytochemistry, 
20 27(4), 969-978 (1988), incorporee par reference dans la presente demande). Les 
composes phenoliques piegeurs des formes reactives de I'oxygene peuvenl egalement 
etre choisis parmi les composes dc formule generale Ib ou 11b 




dans laquelle R'l reprcsente un ou plusieurs substituants choisis parmi I'atome 
d'hydrogene, les radicaux hydroxy, halo, carboxy, alkyle inferieure, alkoxy inferieur, 
25 alkenyle inferieur ou alkoxy carbonyle, les radicaux alkyle, alkoxy et alkenyles etanl 
eventuellemenl substilu6s par un radical hydroxy, halo, carboxy ou amino ; et R'2 
represente un ou plusieurs substituants choisis parmi I'alome d'hydrogene ou les 
radicaux alkyle inferieur eventuellemenl substitue, alkoxy inferieur, hydroxy, halo, 
amino ou carboxy. 
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Les nitrones piegeurs de formes r^aclives de Toxygene peuvent etre Ics composes tels 
que definis dans les demandes WO96/15110, WO88/05044 el le brevet US5310916 
incorpores par reference dans la presente demande. 

Les derives de Tindole piegeurs des formes reactives de I'oxygene, peuvent elre des 
composes de formule g6n6rale IIIb 




dans laquelle R'3 repr6sente un ou plusieurs substituants choisis parmi I'atome 
d'hydrogene, les radicaux hydroxy, halo, alkyle inferieur ou alkoxy inferieur ; R'4 
represente un ou plusieurs substituants choisis parmi I'atome d'hydrogene, ies 
10 radicaux halo, hydroxy, amino, carboxy ou alkylcarbonylaminoalkyle. 

Les derives de I'indole piegeurs des formes reactives de I'oxygene, peuvent etre 
egalement des composes tels que definis dans la demande W096/2694L 

Parmi les imidazoles piegeurs de formes r6actives de Toxygene, on peut citer de 
preference rimidazole elle-m6me ou la cimetidine. 

15 Parmi les carbazoles piegeurs de formes reactives de Toxygene, on peut citer le 
4-hydroxycarba2ole ou le carvedilol. 

Tel qu'il est utilise ici, le terme inferieur en reference aux groupes alkyle et alkoxy 
designe des groupes hydrocarbon6s aliphatiques saturds, lineaires. ou ramifies, 
comportant de 1 a 6 carbones comme, par exemple, methyle, ethyle, propyle, 
20 isopropyle, butyle, l-butyle, methoxy et ahoxy. En reference aux groupes alkenyle, le 
terme inferieur d6signe des groupes comportant 2 a 6 atomes de carbone et une ou 
plusieurs doubles ou triples liaisons comme, par exemple, les groupes vinyle, allyle, 
propenyle, isoprop^nyle, pentenyle, butenyle, hexanyle. propenyle et butadienylc. Le 
terme halo signifie chloro, bromo, iodo ou fluoro. 

25 L'invention a plus particulieremeni pour objet une composition ou un produit tel que 
defini ci-dessus, caracterise en ce que 



- rinhibiteur de NO synthase est choisi parmi la L-nitro-arginine (LNA), Tester 
mahylique de la L-nitro-arginine (LNAME), la L-N-monomethyiarginine (LNMMA), 
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raminoguanidine, I'agmatine, la 2-ainino-l-(m6thyIamino)benziinidazole, le 5-nitro- 
indazole, 6-nitro-indazole, le 7-nitro-indazole, le l,2-(trifluoroniethylph6nyl) 
imidazole (TRIM), la 2-amino-4-ni6thyl-6-(2-aniinoethyl)pyridine, la 
2-iminopiperidine, la 2-iminohomopiperidine, la 2-imino-5,6-dihydro-l,3-thiazine, la 
5 2-imino-5,6-dihydro-l,3-oxa2inc, la N-phenyl-2-lhiophenecarboximidaniide, la 
2-iminotetrahydropyrimidine, la S-ethylisothiouree, la S-methyl-L-thiocilruiline ou la 
S-ethyl-L-thiocitrulline ; el 

- le piegcur de formes r6actives de I'oxygene est choisi parmi le probucol, 
Pubiquinone, Ta-, 7-, e-, t- ou 6-tocopherol, Tacide 3-5-di-teTt-bulyl-4- 

10 hydroxybenzoique, le 2,3,6-trimethyl-2-hexyloxyphenolc, le 2,6-diterrbutyl- 
4-methoxyph6nol, Teugenole, le trolox, le gallale de n-propyle, le tempole, I'acide 
cafeique, I'acide sinapinique, I'acide gallique, I'acide 2,2,5,5-l6lramethyl-3-pyrrolinc- 
l.oxyl-3-carboxylique, la melatonine, I'acide 5-hydroxyindole-2-carboxylique, 
rimidazole, la cimetidine, I'acide ascorbique, la N-ace(yl-cysteine, le p-carotene, le 

15 coenzyme QIO, les composes captodatifs, le 9-[2-(4-morphoiinyl)ethyl]- 
2,4-di-l-pyrrolidinyl-9H-pyrimido[4,5-b]indole, Ic 4-hydroxy-carbazole ou Ic 
carvedilol. 

Lcs composes inhibiteurs de NO synthase et piegeurs de formes rcactives de 
I'oxygene sont commerciaux ou peuvent etre prepares par les methodes connus de 
20 rhomme de I'arl (ou par analogic a ces derni^res) (P. Hamley et al, Bioorganic and 
medicinal chemistry letters, vol.5 (15). 1573-1576 (1995) ; W. M. Moore et a], J. 
Med. Chem., 39. 669-672 (1996) ; E. P. Garvey et al., The Journal of Biological 
Chemistry. voI.269(43). 26669-26676 (1994)). 

Les exemples suivants sont presentcs pour illustrer les procedures ci-dessus et ne 
25 doivent cn aucun cas etre consideres comme une limitc h la portee de I'invenlion. 

PARTTK RXPFRTMENTALE : 

Soit A I'inhibiteur de NO synthase et B le piegeur de formes rcactives de I'oxygene. 
Exemple 1 

Compose AB, combinaison des principes actifs A el B sous forme de sel, dans lequel 
30 A et B sont en quantite equimolairc avcc comme compose A : Taminoguanidine, 
inhibiteur des NO synthases inductibles, cl comme composd B : I'acide 3-5-di-terl- 
bulyl-4-hydroxybenzoique, antioxydant pidgeur de radicaux libres oxygenes. 



- 9 - 



Exemple 2 

Compose AB, combinaison des principes actifs A et B sous forme separ^e, avec 
comme compose A : le T-nitroindazole, inhibiteur des NO synthases consiitutives de 
type neuronal, el comme compos6 B : Tacide 3-5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzoique, 
5 antioxydant piegeur de radicaux libres oxyg6n6s. 

Exemple 3 

Compose AB, combinaison des principes actifs A et B sous forme separce et 
administree par des voies differentes, avec comme compose A : la N^nitro-arginine, 
inhibiteur puissant des NO synthases constitutives et inductibles, et comme 
iO compos6 B : Tacide 3-5-di-terl-butyl-4-hydroxybenzoique, antioxydant piegeur de 
radicaux libres oxygenes. 



F»iidP pharT tinrnlnyiaue des ProdultS flf rmV?ntjQI1 

Les composes de I'invention ont el6 soumis a quelques tests biologiques in vitro et in 
15 vivo, afin de prouver leur activite h bloquer la NO synthase (constitutive et inductible) 
-et a pieger les radicaux libres. Leur activite a ete evaluee sur un modele d'ischemie 
cerebrale focale chez le rat: Dans ce module considere comme un modele d'infarctus 
cerebral severe proche de la situation cliniquc chcz rhoramc, une liberation excessive 
de monoxyde d'azote et de formes reactives de Toxygene a ete demontr^e ainsi que 
20 reffet partiellement protecteur d'inhibiteur de NO synthase ou de piegeur des formes 
reactives de I'oxygene. Les effets de I'association ont ete compares a ceux produits par 
un traitement avec Finhibiteur de monoxyde d'azote ou le piegeur des formes reactives 
de I'oxygene seul. L'association d'un inhibiteur de NO synthase et d'un piegeur des 
formes reactives de Toxygene montre un effet protecteur hauiement significatif sur 
25 rischemie cerdbrale focale alors que Teffet de Tinhibiteur de NO synthase ou du 
pi6geur des formes reactives de Toxygene pris separement ct aux doses utilisees n'est 
pas significatif. Ceci prouve la synergic enlre Finhibiteur de NO synthase el le piegeur 
des formes reactives de I'oxygene. 

1 ) Effet in vitro sur la NO synthase constitutive de cervelet de rat 

30 Le lest consiste a mesurer la transformation par la NO synthase de la L-arginine en 
L-cilrulline. Des cervelets de rats Spraguc-Dawley (300 g - Charles River) sont 
preleves rapidement, disseques a 4** C ct homogeneises dans un volume de tampon 
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d'extraction (HEPES 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4, pepstatin A 10 mg/ml, 
leupeptine 10 mg/ml), centrifuges h 21 000 g pendant 15 min a 4*^ C. Le dosage se 
fait dans des tubes a essai en verre dans lesquels sont distribues 100 do tampon 
d'incubalion contenant 100 mM d'HEPES, pH 7,4, 2 mM d'EDTA, 2,5 mM de 
5 CaCb, 2 mM de dithioti^itol, 2 mM de NADPH r6duil et 10 fig/ml de calmoduUne. 
On ajoute 25 ^il d'une solution contenant 100 nM d'arginine iritiee (activite 
specifique : 56,4 Ci/mmole, Amersham) et 40 \xM d'arginine non radioactive. La 
reaction est initice en ajoutant 50 ^1 d'homogenat, ie volume final etani de 200 ^il (les 
25 |.il manquants sont soit de I'eau, soit le produit teste). Aprcs 15 min, la reaction 

10 est stopp6e avec 2 ml de tampon d'arret (20 mM d'HEPES, pH 5,5, 2 mM 
d'EDTA). Apres passage des echantillons sur une colonne do 1 ml de resine 
DOWEX, la radioactivite est quantifiee par un spectromelre a scintillation liquide. Les 
resultats sont exprimes en valeur de CIso et sont resumes dans Ic tableau du 
paragraphe 2 (premiere colonne de resultats intitulee "NO synthase constitutive, 

15 formation de citrulline"). 

2) Effet in vitro sur la NO synthase inductibie de macrophages 
murins J774A1 

Les macrophages murins J774A1 produisent unc grande quantile de monoxyde 
d'azote apres activation par les lipopolysaccharides (LPS) et rinierferon-y (IFN-y). 

20 Les cellules sont cultivees dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle' 
Medium) enrichi avec 10 % de scrum de veau foetal a 37° C sous unc atmosphere de 
5 % de CO2 apres activation par le LPS et TIFN-y. Elles sont ensemencees a raison 
de 5000 cellules/cm^ dans des flacons de 150 cm^. Les incubations se font en 
presence de LPS (1 ng/ml) et d'lFN-y murin (50 U/ml) dans du DMEM enrichi avec 

25 10 % de serum de veau foetal. La NO synthase est isolee avec un tampon d'exlraction 
(HEPES 50 mM, pH 7,4, dithiothreitol 0,5 mM, pepstatin A 1 mg/ml, leupeptine 
1 mg/ml, inhibiteur de trypsine de soja 1 mg/ml, antipai'ne 1 mg/ml et PMSF 
10 mg/ml). Apres sonication dans le tampon d'exlraction ^ 4* C, les homogenats sont 
ultra-centrifuges (100 000 g a acide 3-5-di-tert-butyl-4-hydroxybcn2oique 4"* C 

30 pendant 1 h). Le protocolc est ensuite idcntique a celui de la NO synthase de cervelet 
exceptee la composition du tampon d'incubation (100 mM d'HEPES, pH 7,4, 1 mM 
de dithiotreitol, 2,5 mM de CaCl2, 10 \iM de t6trahydrobiopterinc, FAD 10 piM, 
BSA 1 mg/ml, 2 mM de NADPH reduit). Les resultats sont exprimes en valeur de 
CI50 et sont resumes dans le tableau du paragraphe 2 (deuxieme colonne de rdsuliats 

35 intitulee "NO synthase inductibie, formation de citrulline"). 
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3) Effet in vitro sur la production de nitrites par les macrophages 
murins J774A1 

Ce test est utilise pour mesurer ractivile inhibitrice des produiis sur la NO synthase 
inductible de cellules en culture. Les cellules sont cullivees dans du milieu DMEM 
5 (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) enrichi avec 10 % de s6rum de vcau foetal a 
37** C sous une atmosphere de 5 % de COi- Pour les experiences, elles sont repardes 
en plaques 96 puits (50 000 cellules par puits) et incubees dans du DMEM sans 
rouge de phenol a 10 % de s6rum de veau foetal avec du LPS (1 \xg/m\) et de riFN-y 
murin (50 U/ml) en presence ou en absence des produits a tester. Apres 48 heures, la 
10 concentration de nitrites dans les milieux de culture, produits de degradation du 
monoxyde d'azole, est mesurde par une mdthode colorim6trique selon Green et al, 
(Analytical Biochemistry, 126, 131-138. (1982)). Les resultats sont exprimes en valcur 
de CI50 et sont r6sum6s dans le tableau du paragraphe 2 (troisieme colonne de 
resultats intitulde "NO synthase inductible, formation de nitrites"). 



Cl50(»AM) 





NO synthase constitutive 

(formation dc citnilline) 


NO synthase inductible 
(formation de citruUine) 


NO synthase inductible 
(formation de nitrites) 


Exemple 1 








A 


>300 


29 


22 


AB 


>300 


57 


26 


Exemple 2 








A 


0,9 


25 


51 


AB 


0,9 


25 


51 



15 4) Effet in vitro sur la formation des anions superoxydes 

L'activation des cellules macrophagiques J774A1 par du phorbol myristate acetate 
(PMA) entraine la production danions superoxydes en quelques minutes. Ces anions 
superoxydes peuvent oxyder un substrat luminescent, le luminol. Ccttc reaction genere 
des photons dont la production est mesuree a I'aide d'un chemiluminometre. Les effets 
20 des produits sur la production d'anions superoxydes sont testes en incubant les 
cellules J774A1 a 37° C en presence de PMA, des produits a tester et du luminol. Les 
resultats sont exprimes par la valeur de CI50. 
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Exemple 1 



Produit 


CI50 (^M) 


A 


inactif 


B 


30 


AB 


30 



5) Effet sur l ischemie c^rebrale focale avec reperfusion 

Les experiences sont realisees sur des rats males Sprague-Dawley (Charles River) 
pesant entre 330 et 360 g. Apres anesthesie a TisofluTane, les rats sont soumis a une 

5 occlusion transitoire de Tartere cerebrale moyenne decrile par Memezawa el al. (Exp. 
Brain Res. 89, 67-78, 1992). Un fil est introduit dans I 'art&re cerebrale anterieure 
provoquant une occlusion de Tartere c6rebrale moyenne. Deux heures plus tard, le fil 
est retire de maniere k permetlre la recirculation de sang au niveau du polygone de 
Willis. La temperature des animaux est controlec ct regulde pendant les 6 heures 

10 suivant Tocclusion. Quaranie-huit heures apres Tocclusion, les rats sont anesthesies a 
risoflurane et decapites. Les cerveaux sont rapidement pr6Ieves et immerges pendant 
2 minutes dans de I'isopentane ^ -15** C. Six coupes de 2 mm d'epaisseur sont 
realisees et placees dans une solution h2%dt chlorure de 2-3-5-triph6nyltetrazolium 
(TCC) pendant 20 min et fixees ensuite avec du formalin. La zone infarcie apparait 

15 blanche ct la zone saine rouge. La surface infarcie est mesuree au niveau des 6 coupes 
grace a un analyseur d'image. Le volume de I'infarctus est calcule en integrant ces 
differentes surfaces sachant qu*elles sont distanies de 2 mm. L'administration des 
produits se fail par voie intraperitoneale. Le premier traitement se fail 4 heures apres 
^occlusion, c'esi-a-dire, 2 heures apres le retrait du fil, puis 24 heures apres. 

20 Compose de I'exemple 1 : 4 groupes d'animaux sont constitues : 

Groupe 1 : Iraite avec du serum physiologique ; 
Groupe 2 traite avec A (30 mg/kg) ; 

Groupe 3 ' traite avec B (20 mg/kg) ; 

Groupe 4 traite avec AB (50 mg/kg). 
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10 



N** du groupe 



volume de Tinfarctus 



% de protection 



1 


270,4 


± 30,05 






2 


233 


± 30,15 


NS 


13,8 


3 


250,9 


± 37,86 


NS 


7.1 


4 


89,6 


±22,42 


** 


63,2 



(NS: rdsultat non significatif ; ** : resultat tres significatif) 
Compose de Texemple 2 : 4 groupes d'animaux sont constitues : 



Groupe 1 
Groupe 2 
Groupe 3 
Groupe 4 



traite avec du serum physioiogique ; 

traite avec A (10 mg/kg) ; 

traite avec B (20 mg/kg) ; 

traite avec AB (A : 10 mg/kg et B : 20 mg/kg). 



N° du groupe 



volume de Tinfarctus 



% de protection 



1 

2 
3 
4 



270.4 ± 30,05 
238.9 ± 27,08 NS 
250,9 ± 37,86 NS 
69,6 ± 37,86 



11,7 
7,1 
74,3 



(NS: r6suUat non significatif ; ** : resultat tres significatiO 
Composd de I'exemple 3 : 4 groupes d^animaux sont constitu6s 



Groupe 1 
Groupe 2 
Groupe 3 
Groupe 4 



traite avec du serum physioiogique ; 
traite avec A (0,03 mg/kg i.v.) ; 
traitd avec B (20 mg/kg i.p.) ; 

traite avec AB (A : 0,03 mg/kg iv et B : 20 mg/kg ip). 



du groupe 



volume de I'infarctus 



% de protection 



1 
2 
3 
4 



237,68 ± 31,51 
238,14 * 35,94 NS 
222,9 ± 7,34 NS 
136,5 ± 33,02 



0 

6,2 
42,6 



(NS: resuJtai non significatif ; ** : resultat tres significatiO 
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Les resultats montrent que Tacide 3-5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzoique utilise comme 
piegeur des formes rdactives de I'oxygenc h la dose de 20 mg/kg est inactif pour 
proteger ranimal d'alteintes ischdmiques de meme que raminoguanidine (inhibiteur de 
NO synthase) est faiblement active. Par centre, Tassociation des deux composes 
5 protege de maniere hautement significative les animaux de Tischdmic. 

De la meme fagon, le 7-nilroindazole utilise en tant qu'inhibiteur de forme constitutive 
des NO synthases n'est pas significativement actif h la dose de 10 mg/kg ; par centre, 
associd a l^acide 3-5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzoique, une protection hautement 
significative est observde. Get effet protecteur montre une synergie entre les deux 
10 principes actifs. 

De la meme maniere, la N^nitro-arginine utilisee en tant qu'inhibiteur des NO 
synthases et injectee par voie intraveineuse, n'est pas active a la dose de 0,03mg/kg. 
Par contre, iorsqu'elle est associee a une administration intraperiloncale d'acide 3-5-di- 
tert-butyl-4-hydroxybenzoique, une protection hautement significative est observec. 
15 Get effet protecteur montre que la synergie entre les deux principes actifs est aussi 
observec lorsque les principes actifs sont administres par des voics differentes. 
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BFVFNnTrATTONS 

1- Composition pharmaceutique comprcnant, a litre de principe actif, au moins unc 
substance inhibitrice de NO synthase et au moins une substance piegeur de formes 
r6actives de I'oxygfene, et eventuellement un support pharraaceutiquement acceptable. 

5 2- Composition pharmaceutique selon la revendication 1, comprenant, a litre de 
principe actif, unc substance inhibitrice de UO synthase et une substance piegeur de 
formes reactives de I'oxygene. 

3- Composition pharmaceutique selon Vune des revendications 1 a 2, caracterisde en 
ce que la substance inhibitrice de NO synthase et la substance piegeur de formes 
10 reactives de I'oxygene sont sous forme separde. 

. 4- Composition pharmaceutique selon I'une des revendications 1 a 2. caracterisee en 
cc que la substance inhibitrice de NO synthase et la substance piegeur de formes 
reactives de I'oxygene sont sous forme de sel. 

5- ComposiUon pharmaceuUque selon la revendication 4. caracterisee en ce que le sel 
15 est form6 i partir d'un ddrive de la substance inhibitrice de NO synthase contenant au 

moins un groupe basique et d'un derive de la substance piegeur de formes reactives de 
I'oxygene contenant au moins un groupe acide. 

6- Composition pharmaceutique selon I'une des revendications precedentes, dans 
laquelle 

20 - I'inhibiteur de NO synthase est un amino-acidc et plus particulieremcnl des derives 
de la L-arginine, de I'ornithine ou de la lysine, ou un compose de la families des 
guanidines, des isothiourees, des nitro- ou cyano-aryles, des amino-pyridines ou 
amino-pyrimidines, des amidines, des indazoles ou des imidazoles ; et 

- le pifegeur de formes reactives de I'oxygene est I'acide ascorbique. la N-ac6tyl- 
25 cysteine, le (5-carotene, le coenzyme QIO, les composes caplodatifs, ou un compos6 
de la famine des ph6noles, des nitrones, des derives de I'indole, des imidazoles, des 
carbazoles. 

7- Composition pharmaceutique selon I'une des revendications pr6c6dentes, dans 
laquelle 

30 - I'inhibiteur de NO synthase est choisi parmi la L-nitro-arginine, Tester methylique de 
la L-nitro-arginine, la L-N-monomethylarginine, Taminoguanidine, I'agmatine, 
la 2-amino-l-(mdthylamino)benzimidazole, le 5-nitro-indazole, 6-nitro-indazoIe, le 
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7- niiro-indazole, le l,2-(trifluoromethylphenyl) imidazole, la 2-amino-4-in6thyl- 
6-(2-amino6thyl)pyridine, ]a 2-iniinopiperidine, ]a 2-iminohoniopiperidinc, la 2-imino- 
5,6-dihydro-l,3-thiazine, la 2-imino-5,6-dihydro-l ,3-oxazine, la 
2-iminotetrahydropyrimidine, la N-phenyl'-2-thiophenecarboximidamide, la 

5 S-6thylisothiour6e, la S-mdlhyl-L-thiocitnilline ou la S-6thy]-L-thiocitrulHne ; el 

- le piegeur de formes r^actives de Poxygene est choisi parmi le probucol, 
Tubiquinone, I'a-, Y"i 6-locopherol, Tacide 3-5-di-lert-butyl-4- 

hydroxybenzoique, le 2,3,6-irimelhyl-2-hexyloxyph6nole, le 2,6-diterrbutyl- 
4-methoxyphenol, I'eugenole, le trolox, le gallale de n-propyle, le tcmpole, I'acidc 

10 cafeique, Tacide sinapinique, I'acide gallique, I'acide 2,2.5,5-tetramethyl-3-pyrroline- 
l-oxyl-3-carboxylique, la melatonine, I'acide 5-hydroxyindole-2-carboxylique, 
rimidazole, la cimetidine, I'acide ascorbique, la N-ac^tyl -cysteine, le p-carotenc/lc 
coenzyme QIO, les composes captodatifs, le 9-[2-(4-morpholinyl)6thyl]- 
2,4-di-l-pyrrolidinyl-9H-pyrimido[4,5-b]indole, le 4-hydroxycarbazolc ou le 

15 carvediloL 

8- Produit comprenant au moins une substance inhibitrice de NO synthase et au moins 
une substance piegeur de formes r6actives de I'oxygene en tanl que produit de 
combinaison sous forme s6paree, pour une utilisation simullanee ou sequentielle dans 
le traitement de pathologies dans lesquelles le monoxyde d'azote eC les formes 

20 rdactives de Toxygene sont impliqu6es telles que les troubles cardiovasculaires et 
cerebrovasculaires, les troubles du systeme nerveux central ou peripheriquc, les 
maladies proliferatives el inflammatoires, les diarrhees, les vomissements, les 
irradiations radioactives, les radiations solaires ,les transplantations d'organcs, les 
maladies autoimmunes et virales, le cancer el toutes les pathologies caracterisccs par 

25 une production ou un dysfonctionnement de monoxyde d'azote ct/ou des formes 
reactives de I'oxygene. 

9- Produit selon la revendication 8, pour le traitement des troubles cardiovasculaires et 
cercSbrovasculaires tels que ratherosclerose, la migraine, I'hypcrlension arlerielle, le 
choc septique, les infarctus cardiaqucs ou c6r6braux d'origine ischemique ou 

30 hemorragique, les ischemics et les thromboses. 

10- Produit selon la revendication 8, pour le traitement des troubles du systeme 
nerveux central ou peripheriquc tels que les maladies neurodegeneratives, la douleur, 
les traumatismes cer^braux ou de la moelle epinierc, Taddiction aux opiaccs, a I'alcool 
et aux substances induisant une accoutumance, les troubles de Tdrection et de la 
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reproduction, les d^sordres cognitifs, les encdphalopathies, la depression, l'anxiet6, la 
schizophr6nie, I'^pilepsie, les troubles du sommeil, les troubles alimentaires. 

11- Produit selon la revendication 8, pour le traitement dcs maladies proliferatives et 
inflammatoires telles que Tatherosclerose, I'hypertension pulmonaire, la 

5 glom^rulonephrite, I'hypertension portale, le psoriasis, I'arthrose el Tarthrite 
rhumaloide, les fibroses, les amyloidoses, les inflammations du systeme 
gastrointestinal ou du systeme pulmonaire et des voies aeriennes. 

12- Produit selon la revendication 8, pour le traitement des maladies autoimmunes et 
viraies telles que le lupus, le sida, les infections parasitaires et virales, le diabete, la 

10 sclerose en plaque, les myopathies. 

13- Produit selon Tunc de revendicaiions 8 a 12, comprenant una substance inhibitrice 
de NO synthase et une substance piegeur de formes reactives de Toxyg^ne. 

14- Produit selon la revendication Tune des revendications 8^13, dans lequel 

- rinhibiteur de NO synthase est un amino-acide et plus particuli^rement des derives 
15 de la L-arginine, de Tornithine ou de la lysine, ou un compose de la families des 

guanidines, des isothiourees, des nitro- ou cyano-aryles, des amino-pyridines ou 
amino-pyrimidines, des amidines, des indazoles ou des imidazoles ; et 

- le piegeur de formes reactives de I'oxyg^ne est I'acide ascorbique, la N-acetyl- 
cysteine, le p-carotene, le coenzyme QIO, les composes captodatifs, ou un compose 

20 de la famille des phenoles, des nitrones, des derives de I'indole, des imidazoles, des 
carbazoles. les superoxydes dismutases, les catalases ou les glulathions peroxydases. 

15- Produit selon Tune des revendications 8 a 14, dans laquellc 

- rinhibiteur de NO synthase est choisi parmi la L-nitro-arginine, Tester methylique de 
la L-nitro-arginine, la L-N-monomethylarginine, Taminoguanidine, Tagmatine, la 

25 2-amino-l-(m^thylamino)benzimidazole, le 5-nitro-indazole, 6-nitro-indazole, le 
7-nitro-indazole, le l,2-(trifluoromelhylphenyl) imidazole, la 2-amino-4-methyl- 
6-(2-aminoethyl)pyridine, la 2-iminopiperidine, la 2-iminohomopiperidine, la 2-imino- 
5,6-dihydro-l,3-thia2ine, la 2-imino-5,6-dihydro-l ,3-oxa2inc, la 
2-iminotetrahydropyrimidine, la N-phenyl-2-thiophenecarboximidamide, la 

30 S-ethylisothiouree, la S-mahyl-L-thiocitrulline ou la S-ethyl-L-thiociirulline ; et 



- le piegeur de formes rdactives de Toxygeiie est choisi parmi le probucol, 
Tubiquinone, Ta-, y. 6-tocoph6rol, I'acide 3-5-di-tert-butyl-4- 
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hydroxybenzoique, le 2,3,6-tiim6thyI-2-hexyloxyphenole, le 2,6-dilerfbutyJ- 
4-inethoxyph6nol, Teugenolc, le trolox, le gallate de n-propy!e, le tempole, Tacide 
caKique, I'acide sinapinique, Tacide galliquc, I'acide 2,2,5,5-telram6thyl-3-pyrroline- 
l-oxyl-3-carboxyIique, la mdlatonine, Tacide 5-hydroxyindole-2-carboxylique, 
5 rimidazole, la cimetidine, Tacide ascorbique, la N-acetyl-cyst6ine, le P-carotene, le 
coenzyme QIO, les composes captodatifs, le 9-[2-(4-morpholinyl)elhyl]- 
2,4-di-l-pyTrolidinyl-9H-pyrimido[4,5-b]indoie, le 4-hydroxy-carbazole ou le 
carvedilol. 
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